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Figura 3-10: Perfil de supervivencia de ratones tratados con los diferentes anticuerpos anti 
pseudopéptidos derivados del péptido 4044 y desafiados experimentalmente con Plasmodium 
berghei. 
 
En ensayos paralelos frente a la cepa de P. yoelii, esta evidenció rasgos de virulencia 
más fuertes que la cepa de P. berghei, así los animales desafiados con esta cepa 
manejaron porcentajes de parasitemia mucho más altos.  
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Figura 3-11: Ensayo de actividad funcional in vivo de anticuerpos inducidos por pseudopéptidos 
derivados del péptido 4044 vs P. yoelii. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-12: Perfil de supervivencia de ratones tratados con los diferentes anticuerpos anti 
pseudopéptidos derivados del péptido 4044 y desafiados experimentalmente con Plasmodium 
yoelii. 
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El efecto de los anticuerpos transferidos pasivamente en los ratones del estudio lograron 
de manera semejante al primer caso controlar la infección causada por P. yoelii Figura 3-
11 A y B. Igual que en el primer caso, los animales tratados con solución salina 
manejaron porcentajes de parasitemia menores pero fallecieron en un periodo de tiempo 
mucho menor que los demás grupos. 
 
Todos los grupos en estudio fueron desafiados dos veces, la primera por administración 
vía intravenosa y la segunda vía intraperitoneal debido a que durante los primeros veinte 
días del ensayo in vivo para los grupos desafiados experimentalmente con la cepa de P. 
berghei y los primeros doce días luego del desafío experimental con P. yoelii, la totalidad 
de los animales pertenecientes a los grupos de estudio tuvieron porcentajes de 
protección entre un 90-100%, razón por la cual se decidió hacer una nueva infección (re-
infección) con el doble de carga de parásito por vía ip. En la Figura 3-12 se observa el 
perfil de supervivencia de los animales retados con la cepa P. berghei ANKA, en el grupo 
control inmunizado con solución salina hay mortalidad del 100% de los animales el grupo 
transferido pasivamente con el anticuerpo 7 anti-ψ-128(129) tuvo un porcentaje de 
supervivencia del 50% la mayoría del resto de los grupos manejaron porcentajes de 
supervivencia entre el 20 y 30%. 
3.13.6 Ensayos funcionales in vitro con las 
inmunoglobulinas de isotipo definido IgG3b, IgG3 e IgM 
vs P. berghei y P. yoelii 
 
Por otra parte, los estudios para evaluar la actividad anti plasmodio in vitro realizados en 
cultivo controlado, demostraron un efecto semejante al observado en los ensayos de 
actividad antimalárica in vivo. En todos los casos los porcentajes de parasitemia fueron 
inferiores a los manejados por el experimento control de infección normal en los glóbulos 
rojos parasitados con la cepa de P. berghei, tal como se observa en la Figura 3-13A, 
luego de dos desafíos experimentales. El pico de parasitemia observado hacia el día 10 
se debe al efecto del segundo desafío in vitro. 
 
La cepa de P. yoelii fue menos virulenta que en los ensayos in vivo, tal como se observa 
en la Figura 3-13B. Todos los grupos administrados con anticuerpos controlaron mejor 
los niveles de parasitemia, respecto al control tratado con EGTA. 
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Figura 3-13. Actividad anti Plasmodium in vitro de anticuerpos inducidos por los ψ-129 y ψ-131 
derivados del antígeno MSP-2. (A). Perfil de parasitemia de glóbulos rojos infectados con P. 
berghei (B) Perfil de parasitemia de glóbulos rojos infectados con P. yoelii. Las flechas indican los 
días en que se efectuó la infección experimental  
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3.13.7 Ensayos funcionales con las inmunoglobulinas de 
isotipo definido IgM in vitro vs P. falciparum 
 
Las inmunoglobulinas derivadas del pseudopéptido ψ-130(131) de isotipo IgM presentes 
en el grupo de fracciones eluídas al aumentar la fuerza iónica representada en la 
concentración de iones sodio de 50 y 500 mM de NaCl inhiben la invasión de P. 
falciparum a glóbulos rojos humanos en un alto porcentaje como se puede observar en la 
Tabla 3-6, estas muestran una inhibición dosis dependiente. El grupo de fracciones 
eluído con fuerza iónica 100 mM tuvo un porcentaje de inhibición menor con respecto a 
los otros dos grupos.  
 
Tabla 3-6: Ensayo de inhibición in vitro de la invasión del P. falciparum FCB2 a glóbulos 
rojos humanos con anticuerpos inducidos por el pseudopéptido ψ-130(131). 
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3.13.8 Perfiles de estructura de los pseudopéptidos ψ-128 (129), 
ψ-130 (131) y el péptido 4044 por dicroísmo circular 
 
Los rasgos de estructura secundaria de los pseudopéptidos ψ-128(129), ψ-130(131) y el 
péptido 4044 fueron dilucidados por la técnica de dicroísmo circular (DC). Este análisis 
permitió establecer perfiles estructurales propios de las hélices-α, esto se evidencia por 
la presencia de dos valores mínimos de elipticidad molar en 208 y 222 nm 
respectivamente aunque también presentan de algunos rasgos estructurales, más 
extendidos tipo hebra-β evidenciando la presencia de un solo mínimo en 218 nm además 
de regiones carentes de estructura Por lo tanto la preferencia estructural de estas 
moléculas es intermedia entre una hélice distorsionada y una hebra beta no estabilizada. 
(Figura 3-14) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-14: Perfiles de estructura secundaria de pseudopéptidos y sus polímeros derivados de la 
secuencia 4044. 
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3.13.9 Estudios de estructura secundaria por Resonancia 
Magnética Nuclear de Hidrógeno RMN -1H 
 
Los estudios de RMN-1H mediante la aplicación de las técnicas bidimensionales TOCSY 
(Total Correlation Spectroscopy) y NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) 
para generar datos más precisos acerca de la estructura 3D de las tres moléculas. Como 
resultado de estos experimentos se obtuvieron diagramas de conectividad entre las 
diferentes familias de hidrógeno de cada molécula tal como se aprecia en la Figura 37. 
Según se observa, la estabilidad de rasgos tipo hélice-α en el péptido nativo 4044 es más 
fuerte que en cualquiera de los péptido-miméticos ψ-128 y ψ-130. Esto se evidencia por 
la presencia de varios puentes de hidrógeno, propios de estructuras helicoidales, tal 
como se observa en el aparte A de la Figura 3-15. La tendencia estructural más relajada 
en los dos péptido-miméticos es también evidente tal como se observa en B y en C 
respectivamente. El impacto estructural de los dos nuevos grados de libertad introducidos 
en los dos análogos moleculares es dramático tanto así que se pierden rasgos 
característicos de las hélices-α del péptido nativo en sus nuevos análogos, tal como se 
pudo observar en los experimentos realizados para la caracterización estructural de los 
pseudopéptidos derivados del péptido 1513 de la proteína MSP-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-15:. Conectividades NOE y TOCSY-RMN-1H 4044 y sus análogos. 
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En la Figura 3-16 se muestra el efecto de la modificación ψ-[CH2NH] sobre la estructura 
3D del péptido MSP-2 21–40 (péptido nativo 4044) y sus análogos péptido-miméticos ψ-
128 y ψ-130 respectivamente.  
Estos son modelos moleculares predictivos de la estructura 3D del péptido nativo 4044 y 
sus péptido-miméticos obtenidos por tratamiento de archivos  generados con la versión 
comercial del programa ChemDraw Ultra 7.0 de CambridgeSoft (Brisbane, CA, USA) y 
refinados con la versión 3D del mismo programa mediante minimización de energía por 
cálculo molecular simulado en el vacío, para ser finalmente modelizado empleando la 
versión libre del programa de Visual Molecular Dinamics VMD 1.8 para Windows 
(Beckman Institute, University of Illinois at Urbana-Champaign, IL, USA). Las moléculas 
se representan por el esquema de superficie accesible al solvente con el código de color 
estándar para los diferentes elementos químicos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3-16: Modelos moleculares predictivos de la estructura 3D del péptido nativo 4044 y sus 
peptido-mimético
  
 

  
 
4. Conclusiones y recomendaciones 
 
4.1 Conclusiones 
4.1.1 Los pseudopéptidos demostraron poseer propiedades estructurales e 
inmunogénicas aprovechables para la obtención de nuevos fármacos contra la malaria. 
 
4.1.2 Se indujo exitosamente la infección por malaria con P. yoelii XL17 y P. berghei 
ANKA en ratones BALB/c y esto permitió evaluar el efecto de  anticuerpos policlonales y 
monoclonales y sus fragmentos F(ab)2’ inducidos por pseudopéptidos de los antígenos 
MSP-1 y MSP-2 del P. falciparum. 
 
4.1.3 Algunos de estos anticuerpos generados lograron controlar de manera efectiva los 
niveles de infección por P. berghei y P. yoelii y otros protegieron completamente a los 
animales de experimentación. 
 
4.1.4. Se indujo el cambio de isotipo de IgM a diferentes subclases de IgG por ensayos 
de inmunización in vitro adicionando la molécula inductora. 
 
4.1.5. Las estrategias de aislamiento, purificación y caracterización de los anticuerpos 
permitió obtener moléculas entre un 90- 100% puras. 
 
4.1.6 Los anticuerpos contra péptido-miméticos basados en antígenos clave empleados 
por Plasmodium falciparum, fueron eficaces para neutralizar la infección por malaria 
causada por P. berghei y P. yoelii. 
 
 
4.2. Recomendaciones 
 
Para poder continuar con la investigación acerca del potencial de los pseudopéptidos 
como inductores de anticuerpos neutralizadores es importante profundizar sobre el 
conocimiento de la estructura molecular de los anticuerpos generados por técnicas 
multidimensionales de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y hacer una aproximación 
de los sitios de contacto del anticuerpo con la proteína de interés para estudiar mejor el 
mecanismo de unión entre estas dos. 
 
Por otro lado los anticuerpos generados en este trabajo podrían ser utilizados en 
organismos más complejos como primates no humanos como el mono Aotus para llegar 
a una aproximación más cercana a los mecanismos de protección contra la malaria por 
parte de estas moléculas en el humano, que es a quien finalmente deben llegar este tipo 
de estrategias para controlar los perfiles epidemiológicos de morbilidad y mortalidad 
asociada a la malaria en las diferentes regiones del mundo. 
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